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结肠癌中 p73 基因改变的意义
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摘　要: 目的　研究 p 73 基因在结肠癌中的改变及其意义.

方法　采用 PCR 2SSCP 方法检测 40 例结肠癌及其癌旁非癌

组织中 p 73 基因突变, 采用定量R T 2PCR 方法检测 p 73 基因

的表达. 结果　①PCR 2SSCP 检测出 7 例存在 p 73 等位基因

缺失, 未见突变; ②定量 R T 2PCR 检测出 33 例结肠癌呈高表

达, 7 例呈中等表达; 非癌组织中 26 例呈低水平表达, 14 例呈

中等水平表达; p 73 基因在结肠癌与癌旁组织中的表达存在

显著性差异 (P < 0. 01). 结论　p 73 基因以等位基因缺失、高

表达方式参与结肠癌发生发展.

A ltera tion of p73 gene in colon cancer and para-

cancerous tissues and its sign if icance
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Abstract: A IM 　To invest igate the alterat ion of p 73 gene in

co lon cancer and paracancerous t issues and its b io logical sig-

n ificance. M ETHOD S　 40 specim ens of co lon cancers and

m atched paracancerous t issues w ere screened fo r m u tat ion by

PCR 2SSCP and fo r exp ressional levels of p 73 gene by quan ti2
ta t ive R T 2PCR. RESUL TS　① Seven cases of co lon cancers

w ere screened to have allele lo ss by PCR 2SSCP and no m uta2
t ion w as observed. ② By R T 2PCR , 33 specim ens of co lon
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cancers w ere screened to be overexp ressed, 7 specim ens of

co lon cancers w ere m edially exp ressed, 26 specim ens of para2
cancerous t issues w ere low ly exp ressed and 14 cases w ere m e2
dially exp ressed. T here w as sign ifican t difference betw een

co lon cancers and paracancerous t issues (P < 0. 01). CON2
CL USION　p 73 gene m ay take part in the developm en t of

co lon cancer.

0　引言
p 73 基因是 Kaghad 等[ 1 ]于 1997 年发现的 p 53

家族的新成员, 定位于 1p 36. 2- 36. 3. 此区在黑色素

瘤、神经母细胞瘤、结肠癌、乳腺癌中为缺失热点区,

并且p 73 与p 53 基因在结构上和功能上具有相似性.

因此, 有人认为 p 73 基因可能是候选的抑癌基因. 但

值得注意的是 p 73 与 p 53 存在明显的不同. 1998 年

几个研究小组分别在肺癌和前列腺癌中发现 p 73 蛋

白高水平表达, 因此认为 p 73 可能不是抑癌基因.

Kaghad 等[ 2 ]发现在健康人血细胞及神经母细胞瘤株

中 p 73 基因是单等位基因表达的. 我们想通过检测

结肠癌中 p 73 基因及其等位基因的表达状况并检测

其所在基因位点的突变情况, 以期探讨 p 73 基因在结

肠癌发生发展中的作用.

1　材料和方法
1. 1　材料　①结肠癌组织 40 例及相应远离癌灶的

非癌组织由 264 医院消化内镜中心提供, 标本取得后

立即用液氮冷却后再转至- 70℃冰箱保存. 原发结

肠癌 40 例中腺癌 36 例, 其中低分化 17 例, 中高分化

19 例; É , Ê 期 14 例, Ë , Ì 期 22 例. 息肉癌变 4 例,

其中É , Ê 期 2 例, Ë , Ì 期 2 例; ②酚、氯仿、无水乙

醇、蛋白酶 K、异丙醇等化学试剂购自原平试剂公司;

③m RNA 提取采用 P rom ega 公司 Po lyA T tract ○R

System 1000 试剂盒, 反转录采用 SM A R T TM PCR

cDNA Syn thesis K it (C lon tech 公司) , PCR 产物纯

化 试 剂 盒 采 用 P rom ega 公 司 W izard ○R P lu s

M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System ; ④Α232P dA T P
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购自北京福瑞公司; PCR 采用C lon tech 公司A dvan2
tage○R 2 PCR 试剂盒; ⑤PCR 扩增仪采用 PE25700

型定量 PCR 仪; ⑥PCR 引物采用第 2 外显子序列设

计并合成 . 从基因组DNA 中扩增 p 73 基因第 2 外

显子引物为: P1: 5’2CA GGCCCA CT T GCCT GCC2
3’, P2: 5’2A GA GGT GCTCAAA CGT GG23’, 扩增片

段为 229 bp; R T 2PCR 扩增第 2 外显子 5’端非编码

区引物为: P3: 5’2GGCT GCGA CGGCT GCA GA 23’,

P4: 5’2CGCGGCT GCTCA TCT GGT 23’; 内参照 Β2
act in 引物为: 5’2CA CT GT GT T GGCGTA CA GGT 2
3’; 5’2TCA TCA CCA T T GCAA T GA G23’, 扩增片

段为 154 bp.

1. 2　方法　①DNA 与 RNA 提取: DNA 提取采用

100 g·L - 1 SD S 与蛋白酶 K 消化法; RNA 提取采用

P rom ega 公司 Po lyA T tract○R System 1000 试剂盒按

说明书提取 , DNA 与RNA 提取后进行紫外扫描定

量. ②p 73 基因表达的检测: 反转录采用 P3, P4 引物

与 Β2act in 引物以及 SM A R T TM PCR cDNA Syn the2
sis 试剂盒进行, PCR 反应条件为: 94℃ 2 m in, 94℃

30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 25 个循环, 最后在 72℃延

伸 10 m in. PCR 产物进行 10 g·L - 1琼脂糖电泳分

析, 结果进行扫描定量分析, 检测A 260 nm (OD ) 值öΒ2
act in A 260 nm (OD ) 值> 2, 高表达; 在 1～ 2 之间 , 为中

等表达; < 1 为低表达. ③SSCP 方法检测 p 73 基因

突变: 取 20 ΛL PCR 产物, 用 1 g ·L - 1 SD S, 10

mm o l·L - 1 ED TA 按 1∶10 稀释, 取 20 ΛL 稀释液

与变性液 (950 mL ·L - 1甲酰胺, 150 g·L - 1 F ico ll,

10 mm o l·L - 1 ED TA ) 按 1∶1 混合后煮沸变性 5

m in, 冰浴速冷, 进行 60 g·L - 1聚丙烯酰胺凝胶 (含

甘油 50 mL ·L - 1) 60 V , 4℃电泳 2 h, EB 染色, 拍

照.

统计学处理: 扫描结果采用 SPSS 统计软件分析
处理.

2　结果
2. 1　p73 基因m RNA 的表达情况　p 73 基因在结肠
癌与癌旁组织之间的表达存在显著性差异 (P <

0. 01, T ab 1) , p 73 基因表达程度在结肠癌组织中高
分化与低分化之间存在显著性差异 (P < 0. 01, T ab

2) , p 73 基因表达程度在结肠癌É～ Ê 期与Ë～ Ì
期之间存在显著性差异 (P < 0. 05, T ab 3).

2. 2　PCR-SSCP 的检测结果　SSCP 分析检出 7 例
存在等位基因缺失, 未见突变 (F ig 1).

3　讨论
p 53 基因[ 3 ]是迄今发现的最常见的肿瘤抑制基

表 1　癌旁组织和结肠癌组织 p 73 基因mRNA 表达

T ab 1　p 73 mRNA exp ressional levels in co lon cancer and

paracancer t issues

T ype n
p73 mRNA

overexp ression

M edium

exp ression

L ow er

exp ression

Paracancer 40 0 14 26

Co lon cancer 40 33 0 7

表 2　不同分化程度结肠癌组织 p 73 基因mRNA 表达

T ab 2　p 73 mRNA exp ressional levels in differen t differen t i2
at ion co lon cancer

D ifferen tiat ion n
p73 mRNA

overexp ression

M edium

exp ression

L ow er

exp ression

M edium , h igh 21 19 0 0

L ow er 19 3 0 7

表 3　p 73 基因mRNA 表达与结肠癌临床分期的关系

T ab 3　p 73 mRNA exp ressional levels in differen t clin ical pe2
riod co lon cancer

Period n
p73 mRNA

overexp ression

M edium

exp ression

L ow er

exp ression

É , Ê 16 9 0 7

Ë , Ì 24 24 0 0

图 1　PCR 2SSCP 的检测结果

F ig 1　R esu lt of PCR 2SSCP

1. PCR M arker; 2. A llele gene delet; 3. N o rm al.

因. p 53 蛋白通过与DNA 的特定区域结合, 抑制细

胞异常增殖, 控制其他基因表达[ 4 ]. p 53 基因突变和

缺失, 丧失其功能, 使其蛋白水平下降, 抑制肿瘤的发

生和发展[ 5 ]. p 73 基因是近年发现的一与p 53 基因同

家族的新基因, 其编码蛋白与 p 53 极其相似, 并且也

可与 p 53 DNA 结合的特殊位点相结合, 激活其目的

基因, 导致细胞凋亡[ 6 ]. 因此, 被认为是一候选的抑

癌基因. 但最近的研究结果并不支持此观点[ 7- 9 ]. 一

些作者提出了一种完全相反的观点: p 73 可能是 p 53
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的一种模拟突变体, 在细胞内 p 73 分子可模拟p 53 分

子行使 p 53 分子的功能, 从而使 p 53 分子失效, 造成

细胞恶变, 在肿瘤发生中起重要作用[ 9- 11 ]. 本实验先

采用定量R T 2PCR 技术检测 p 73 基因在结肠癌及相

应癌旁组织中的表达, 结果表明癌组织中 p 73 基因表

达明显高于其相应癌旁组织 (P < 0. 01) , 而且与组织

分级、分化水平有关; p 73 基因高表达的原因可能是

由于结肠癌发生中 p 73 基因的改变或由于癌症发生

过程中 p 73 基因表达促进因子的激活; p 73 沉默的等

位基因的激活表达也可引起p 73 基因m RNA 水平的

提高. 为了检测结肠癌组织中是否存在沉默的等位

基因的表达与突变, 我们运用 SSCP 技术对 p 73 基因

在外显子 2 的杂合性进行了分析, 筛选出 7 例存在等

位基因缺失, 未发现突变. 此结果与文献报道一致,

正常组织中 p 73 基因是单等位基因表达, 而肿瘤组织

中是双等位基因表达, 即沉默基因也被激活表

达[ 6- 11 ].

总之, 我们的实验初步表明, p 73 基因以等位基

因缺失、高表达方式参与结肠癌组织发生发展, 至于

p 73 基因在结肠癌发生发展中的具体作用仍有待于

进一步研究.
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编辑　许昌泰

·文　摘·　丙型肝炎病毒N S3 蛋白C 末端细胞毒 T 细胞表位的动力学分析

[汪　涛, 郭华章, 王国力 et a l. 中华肝脏病杂志, 1999; 7 (4) : 207- 210 ]

为研究丙型肝炎病毒 (HCV ) N S3 蛋白C 末端细胞毒 T 细胞 (cyto tox ic T lymphocyte, CTL ) 表位的长期演变规律, 用血清

学法检测了 2 例慢性 HCV 感染者的 HLA 分型, 并以 HLA 结合基序为依据, 预测了 HLA 限制的 CTL 表位. 血清样本中的

HCV 基因片段用 PCR 扩增, Sanger 法测定核苷酸序列, 并翻译成蛋白质. 用计算机软件分析了CTL 表位的改变. 结果 5 a 和

3 a 内预测的HLA 2A 2 和HLA 2A 11 限制的CTL 表位在 2 例携带者中都未发生改变. 认为HCV N S3 蛋白C 末端的CTL 表位可

能与HCV 慢性化无关. (井晓梅　王　睿)
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